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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary
　　　Electrophoretical　and　immunochemical　analysis　of　glycoproteins（Gp）fractionated　from　gastric　juice
by　Hakknille’s　cetyl　pyridiniuln　chlor玉de　precipitation　method　were　carried　out　and　the　following　results
were　obtained．
　　　1）Patterns　of　cellulose　acetate　electrophoresis（CAEP）by　alcian　blue　and　coomasie　blue　staining
were　compared　in　a　series　of　ga．stric　juice　Gp　from　various　gastroduodenal　diseases．　CAEP　patterns
were　classi丘ed　into　two　main　types，　N　and　A　types，　according　to　the　appearance　of　P－1　peak；the　N　type
had　the　P－1　bロt　the　A　type　did　not．　The　latter　type　was　subdivided　into　3　types，　A4，　A－2　and　A－3．
　　　2）The　P－1　peak　was　stained　by　alcian　blue　but　not　by　coomasie　blue，　and　its　mQbility　was　slightly
slower　than　chondroitin　sulfate　A．1．t　was　presumed　that　the　occurrence　of　P－1　might　be　related　to　the
normal　secretory　function　of　the　stomach．　In　contrast，　a　P－1／peak　observed　in　A－1　and　A－3　types　was
positive　both　for　alcian　blue　and　protein　staining　and　had　a　slower　mobility　than　P－1　peak．　This
component　probably　had　some　relation　to　atrophy　of　gastric　mucosa　and　low　acid　output．　A　similarity　in
t．he　CAEP　pattern　between　the　A－3　type　in　Gp　of　gastric　cancer　and‘‘polydispersed　pattern”presented
by　Hakkinen　was　noticed．
　　　3）Antisera　against　Gp　of　normal　control（GpN），　gastric　ulcer（GpU），　atrophic　gastritis（GpA）and
of　gastric　cancer（GpCa）were　respectively　raised　iロrabbits，　and　prior　to　use　they　were　absorbed　with
normal　human　plasma　and　ABO　red　cells　and　antibody　globulins　were　prepared．　工n　immunoelectro－
phoresis　various　Gp’s　show．ed　complex　patterns　consisting　of　se．veral　pr．ecipitin　lines　from　albumin　to
β一globulin　regions　against　various　anti－Gp　sera．　Therefore，　it　was　di伍cult　to　identify　the　precipitin
lines　and　to　correlate　individual　lines　with　features　of　gastric　diseases．
　　　4）After　absorption　of　the　antiserum　against　cancerous　Gp（A－GpCa）with　GpN，　a　precipitin　arc
havingβ一mobility　was　detected　for　GpCa．　This　component　was　tentatively　na．med　Ca－Ag　and　the
incidences　by　Ouchterlony　method　were　71％fQr　gastric　cancer，51％for　atrophic　gastritis　and　36％for
gastric　ulcer，　The　occurrence　of　this　antigen　was　not　coincided　with　that　of　eit．her　CEA　or　NCA　in
Gp’s　disease　states．
　　　5）By　an　indirect　i皿munoHuorescence　technique，　absorbed　A－GpCa　showed　speci丘。且uorescence
on　the　inside　of　tubules　of　gastric　adenocarcinoma　and　on　the　surface　of　cancer　cells　and，　in　part，　on
intratubular　secretions　and　also　on　mucosa　with　intestinal皿etaplasia．　No　speci且。　staining　was　obtained
in　normal　gastric　glands　with　the　abs◎rbed　A－GpCa．　This　finding　may　mainly　i鳳dicate　the　Iocalization
of　Ca－Ag，　suggesting　a　similarity　with　CEA　or　FSA．　However，　from　the　results　of　Ouchterlony’s
reactions　it　was　considered　that　Ca－Ag　would　be　a　difEerent　cancer－related　antigen　than　CEA　or　FSA，
and　that　Ca－Ag　was　also　related　to　atrophic　changes　of　gastric　mucosa．
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緒 言
　慢性胃炎や胃癌における胃粘膜病変が胃液分泌やその組
成に反映される変化を，教室においては一連の生化学的な
らびに組織化学的研究の上で報告1・2）してきたが，免疫化
学的にも胃液可溶性ムチンおよび胃粘膜抽出物について抗
原組成を検討して病態特徴を明らかにした3・4）．
　1966年以来，Hakkinen5剛7）は胃液含四隅蛋白分画の中
に癌と胎児胃粘膜に共通する抗原を検出し，これをfetaI
sulphoglycoprotein　antigen（FSA）と命名してその診断
的有用性を主張した．類似の分画についてはGlassら8），
教室の中西ら9）により生化学的知見が加えられているが，
免疫化学的分析面においてその追試研究はHockingら10＞
の報告以外にはまだ見当らない．したがって現段階におい
てもなおFSA自体の同定や特異性が確立されているとは
言い難く，一部にはそれを疑問視する向きすらもある．
　ここにおいて教室の菅原4）の研究に関連して，Hak－
kinen5，7）のcetyl　pyridinium　chloride吸着法による胃
液糖蛋白の粗分画に立ちもどって吟味する必要性を認め，
その電気泳動的ならびに免疫化学的分析を行い，抗原組成
を検討して病態との関連性を明らかにすると共に，FSA同
定への手がかりを得ることを意図した．
研究方法
1．対　　象
　X線・内視鏡検査のほか一部の対象については生検およ
び手術時の組織診断により正確を期した胃潰瘍16例，十二
指腸潰瘍14例，萎縮性胃炎16例および胃癌18例を選んだ・
また，正常対照については健康診断時に胃X線検査を施行
し，異常を認めない老のうち，胃液検査を行い得た10例を
選び，さらにそのうち7例は内視鏡検査により確め得た．
　萎縮性胃炎の分類は従来の報告11）に従い，また今回対象
とした胃癌はすべてstage　III～IVに属するものである．
2．胃液糖蛋白分画（H甑kinen粗分画）の分離
　あらかじめ胃液分泌機能検査を施行した例で，3ないし
5日後に糖蛋白分離用胃液を採取した．胃液検査の場合と
同様に早朝空腹時に胃管を挿入し，基礎分泌液を15分間採
取し，pH試験紙（東洋濾紙）によりpHを簡便に測定し
た後，0．05Mphosphate　b誼er　pH　7．2を1回20　m4注
入しつつ中和胃液を30分間採取した．この間頻回にpH
を調べ，それを7．0に保つように適宜bu任erを注入した．
　採取した約200～300m4の稀釈された中和胃液を綿花で
濾過し，3，000rpm　15分遠沈して不溶物を除去した後，そ
の上清4容に1％cetyl　pyridinium　chloride（CPC）・0．05
MNaCl溶液1容を室温で加え，　Hakkinen5・7）に従って
糖蛋白分画を吸着沈降させた．すなわち，CPCを加えて乳
濁した胃液を20，000930分間遠沈し，その沈殿に少量（2
m4）の！MMgC12溶液を加えて溶解し，これを4容の氷
冷95％ethanol中に滴下し，生じた析出物を5，000　rpIn，
15分間遠沈し，得られた沈殿をetherで数回洗浄，遠沈
をくり返した後，デシケータ中で吸引乾燥させる．これを
約10m4の0，01　M　phosphate　bu旋r・0．15　M　NaCl液
（PBS）pH　72に溶解し，48時間蒸留水に対して透析して
不溶部分を20，000g，30分間遠沈除去した後，上清を凍結
乾燥して，低温下 デシケータ中に保存した．
　このようにして得られる糖蛋白は，Hakkinen5）により
当初酸性ムコ蛋白と呼ばれ，後に酸性含硫糖蛋白とされて
いるが，本稿では，Hakkinen粗分画あるいは胃液糖蛋白
分画（以下Gpと省略）と仮称する．
3．各種抗Gp血清の作製およびその吸収正常胃液
　　Gp（GpN），胃潰瘍胃液Gp（GpU）
　萎縮性胃炎胃液Gp（GpA）および胃癌胃液Gp（GpCa）
を上述の方法で分離し，おのおの10mgを生理的食塩水1
m4に溶解し，各疾患戸別に数試料ずつプールした．それ
ぞれ1m6をFreund’s　complete　adjuvant　l　m4と混和
し，刀工2羽ずつの家兎の足蹟に注射し，3週後より10日
間隔で3回同量を轡筋目注射して追加免疫を施こし，最：終
注射後11日目に全採血して，血清を分離した．
　抗血清は56。C，30分加温して非働化し，正常人血漿粉末
40mg／m4およびABO型赤血球膜で十分吸収した後，1／3
飽和硫安によりγ一910bulin分画を採取した．また，吸収試
験に際してはこれをさらに正常あるいは癌プールGp（50
mg／m4抗血清）を加えて，37。C　2時間，次いで4℃24時
間放置し，生じた沈殿を15ρ00rpm，20分間遠沈除去し，
〔用いた略号〕
　Gp：　Glycoprotein
　GpN：Gp　from　normal　subjects
　GpU：Gp　from　patients　with　gastric　ulcer
　GpA：Gp　from　patients　with　atrophic　gastritis
　GpCa　l　Gp　from　patients　with　gastric　cancer
　CEA　l　Carcinoembryonic　antigen（Gold）
　NCA：Nonspeci丘。　cross－reacting　antigen（von　Kleist）
　FSA二Fetal　sulphoglycoprotein　antigen（H吾kkinen）
Ca－Ag：　Cancer　assoc三ated　antigen
GU：Gastric　ulcer
DU＝Duodenal　ulcer
CAEP：Cellulose　acetate　electrQphoresis
IEP：Immunoelectrophoresis
AB：Alcian　blue
CB：Co masie　blue
46（1） 前田一胃液糖蛋白（Hakkinen分画）の電気泳動的ならびに免疫化学的研究 11
上清より同様の塩析操作により7－globulin分画を得た．
　この7－globulin分画はPBSに溶解して，同寸：に対して
十分透析を行い，原抗血清量相当の抗体濃度としてOuch－
terlony法および免疫電気泳動法に供したが，螢光抗体法
においてはその5倍稀釈液を用いた．
　本研究に際して作製した抗血清は次の通りである・
　1）抗正常Gp血清（抗GpN血清，　A－GpN）
　2）抗胃潰瘍Gp血清（抗GpU血清，　A－GpU）
　3）抗萎縮性胃炎Gp血清（抗GpA血清，　A－GpA）
　4）抗胃癌Gp血清（抗GpCa血清，　A－GpCa）
　またGp分画の抗原組成の分析のために，抗人全血清抗
血清（A－HW），抗albumin血清（A－alb．），抗α1－acid
glycoprotein血清（A一α1AG）（以上Behringwerke　AG），
さらに教室12・13）において作製した抗carcinoembryonic
antigen14）抗血清（A－CEA）および抗nonspeci丘。　cross－
reacting　antigen15）抗血清（A－NCA）を用いた．
4．免疫化学的分析法
　Ouchterlony法16）は，1．2％agarose　ge1をverollal－
HCl　buffer　pH　8．2，μ＝0．05により作り，　wellは直径3
mm，中心間距離を8mmとして，試料は8μ4を用いた．
　免疫電気泳動法（IEP）はScheideggar法16）によった
が，上述と同じagarose　ge1を用い，1．6　mA／cm定電流
条件下で20分泳動し，血清aユbumin（alhlが1．5　cm泳動
したところで終了し，抗血清溝を作り抗体を注入して反応
せしめた．
　以上のOuchterlony法およびIEP法においては36な
いし48時間反応後，沈降線の形成状況を観察し，必要に
応じて写真撮影し，さらに3日間観察を続け判定した．な
お，抗原試料としては各種対象Gp分画の5％生食水溶液
を用いた．
5．免疫組織学的検査
　抗血清の反応特性を螢光抗体法間接法により検さくした
が，第一抗体として血漿および赤血球で吸収ずみの各種抗
Gp抗体（5倍稀釈）を用い，抗GpAおよび抗GpCa抗
体についてはGpNおよびGpCa　lそれぞれ50　mg／m6ず
つ）による吸収試験を行った．また対照としては抗体と同
様に硫安塩析により得た正常家兎γ一globulinを用いた．
第二抗体としてはFITC標識抗家兎アーglobulin山羊血清
（Behringwerke　AG）を10倍稀釈して用いた．
　組織材料としては，胃潰瘍2例の生検による胃粘膜正常
部，胃癌3例の手術材料より得た癌および非二部組織であ
るが，それぞれ冷ethanolで固定し，パラフィン（52℃）
中に包埋，冷酷に保存し，用にのぞみ切片（5μln）を作製
して反応に供した．
　FITC標識標本は，ニコン顕微鏡LKeに同社ケーラー
式落射照明装置を装着して観察したが，撮影にはKodak
High　Speed　Ektachrome（ASA　160）およびTrixPan
（ASA　400）を用いた・
6．生化学的方法
　a．Cellulose　acetate膜電気泳動法
　Cellulose　acetate膜電気泳動法（CAEP）はOxoid膜
を用い，verQnal　bu任er　pH　8．6，μ＝0．05を用いて型のご
とく実施したが，Gp試料は15～20μ4添加し血清alb．が
1cm移動したところで泳動を終了し，蛋白染色としては
coolnasie　blue（CB）染色17）を，またムコ多糖体染色とし
てはalcian　blue（AB）染色18）を施し，一部の試料につい
てはPAS染色を実施した．
　b．生化学的測定法
　免疫抗原用試料のうちGpNおよびGpCaプール溶液
について，蛋白濃度をLowry法16）によりalb．標準液を
用いて測定し，hexoseはgalactose／mannose（1：1）溶液
を標準としてOrcinol法19）により，sialic　acidはSaifer
and　Gerstenfeldのthiobarbituric　acid法20）によりN－
acetyl　neuraminic　acid基準液を用いてそれぞれ比色定
量した．
　また，酸性多糖体の指標としては5％Gp生食水溶液を
3倍に稀釈し，その5μ4をCA膜上に塗布してスポット
を作り，AB染色を施こし，デンシトメーターにかけて面
積（cm2）を求めてこれをAB　indexとし，一方同様の操
作によりCB染色を施こしてこれよりprotein　indexを
求めAB／protein　ratioを算出した．
　c・　胃液分泌能町：査
　教室においてroutineに行っているgastrin　4γ／kg刺
激法により胃液分泌能を調べ，MAO（mEq／hr）を求めた．
MAO正常域7～17　mEq／hrを基準として正常分泌群（N），
高（H），低（L）および無分泌群（A）の4群に分類した．
研究成績
1．胃液Gp抗原のCAEP的および生化学的分析
　a．CAEP分析について
　免疫用抗原として用いた正常プールGpおよび胃癌プー
ルGpのCAEP像を対比してFig．1に示した．
　CB蛋白染色像では原点（β位）からα位にかけて主要な
bandが認められ，　alb．位に細いbandがあり，癌ではさ
らに陽極側に微弱なbandを認め，正常に比較して多峰性
を示す．また両者共に原点に止まる分画を認める．
　PAS染色像では両者ともにα～β位蛋白bandにほぼ
一致してびまん性に陽性帯を認める．
　一方，AB染色像ではやや態度が異り，　alb．よりさらに
陽極側で，chondroitin　sulfate　Aよりやや遅い易動度を
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　IFig。1　　Cellulose　acetate　electrophoretic　patterns
　　of　immunizing　antigens　of　gastric　juice　gly－
　　coproteins　fractionated　by　cety1－pyridinium
　　chloride　absorption　method．
　　1＝Normal　human　serum；2，4and　6：Normal
　　pooled；3，5　and　7：cancerous　poQled　glyco－
　　proteins．1：Ponceau　3　R　stain，2and　3：CQo－
　　masie　blue　strain；4and　5二PAS　stain：6
　　and　7：Alciall　blue　stai11
有する一本のbandがみられ，これは正常Gpに強く，さ
らにα～β位にもびまん性のbandがみられ，これは癌Gp
に強い染色度を示し，両Gp分画の差異がみられた．
　b．生化学的分析について
　正常および癌プールGp分画の5mg／m6溶液について，
蛋白濃度，hexoseおよびsialic　acid含量を測定した結果
をTable　1に示した．蛋白濃度を1．0としてhexoseお
よびsialic　acidの比を求めると，hexose／protein比は正
常および癌Gp間に差を認めないが，　sialic　acid／protein
比は癌Gpにおいてやや高値を示した．
　また，AB　indexおよびprotein　indexより，ムコ多糖
体の指標としてAB／protein比を求めTable　1に記した
が，正常Gpのその比を1．00とすると，癌Gpは1。99と
なり，AB染色陽性物質の含有量が多いものと考えられた．
　なお，胃・十二指腸潰瘍および萎縮性胃炎GPについて
は試料の量的な制約により分析し得なかった．
2．各種疾患胃液Gp分画のCAEP的分析
　a．CAEP像の類型化について
　胃液GpのCAEPを行うにあたっては，試料の粘度に
よる泳動像の乱れ等再現性に留意した．蛋白染色帯は，
prealb．，　alb．，α～βおよび7位に認められるが，そのうち
α～β帯が主体をなし，これはさらに小峰の集合から成る．
これらの出現態度，二二度には試料ごとに差がみられ，血
清蛋白像のごとく規則性はみられず分画は困難であった．
　これに対してAB染色像には一定の傾向が認められた
ので，これを規準として蛋白染色像を対比しつつ，GPの
CAEP像をFig．2のごとく，N型およびA－1，　A－2およ
びA－3型の4型に分類を試みた．その種々相をFig，2に
示した．
　図中AB像は実線で示し，山峰はNo．をつけP－1，　P－2
のごとく命名した．また点線は蛋白染色像を示し，峰aは
血清alb．の易動度を有し，峰bは陰極側の分画を示す．
　N型はchondroitin　sulfate　Aよりやや遅い易動度を
有するP－1峰（蛋白染色陰性）を有することが特徴であり，
alb．よりゃや易動度の早いP－2，α～β位のP－3，原点（β
位）のP－4峰がみられるが，P－2が不明瞭のことがある．
　A型はP－1峰が認められないものとしたが，P－1よりや
や易動度の遅いP－11（蛋白染色陽性）を認めるものをA－1
型とした．一方，P－1’峰の明らかでないものをA－2型とし
たが，その中にはα～β位にのみ峰を認める単純なpattern
を示すものもある．これらに対してA－3型は，P－2あるい
はP－3が分裂して多峰性を示し，P－5を認めることもあり，
蛋白染色でも多門性を呈する．
　また，蛋白染色上，aあるいはb峰を検出する場合が上
述の各型にみられ，その場合にはA－2a，　A－2b等と表わ
すことにする．
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　b．CAEP型と病態との関係について
　病態別に対象例を分け，胃液分泌能，基礎分泌液pH，胃
粘膜萎縮度と共にCAEP型を併記して，　Table　2－1）～5）
に一括表示した．
　まず，これより疾患別にCAEP型の出解頻度をまとめ
てTable　3に示した．
　正常対照10例では全例がN型を示し，十二指腸潰瘍群
14例ではN型が13例，A－1型1例であった．胃潰瘍群16
例については，N型10例，　A－1およびA－2型がそれぞれ
2および4例であった．本丁で胃粘膜萎縮㈲ないし㈲を
示す8例についてみるとA－1型2例，A－2型3例，　N型3
例であり，粘膜萎縮のない群8例ではN型7例，A－2型1例
であり，胃粘膜萎縮陽性群にA型が多い傾向がみられた．
　萎縮性胃炎群16例についてこれをみると，N型3例以外
は，A－1型5例，　A－2型8例であり，胃粘膜萎縮とCAEP
型との関連性が示された．
　その上，N型3例中2例はa峰を有し，　A－1およびA－2
型でもaあるいはb峰，または両峰が併存する例が多い．
　胃癌18例についてみると，N型3例，A4型4例，A－2
型6例，およびA－3型5例であり多様なpatternを呈す
るが，A－2およびA－3型が多いことと，　b峰を伴う例が多
い点が特微であった．
Table　3　挽6’46η06げCAEP’砂ρ85げ9砂α功1窃6∫ノz5
　　σ9α5彦が6ブ露8カηη‘ηor〃3αZ　60π彦ro♂5απ4
　　ρ磁8π診5τ眈ん刀αr’側59α∫彦r此読56α5θ5
No．　of　　　　陛　　　A－1　　　A－2　　　A－3Cases
　以上の成績から，N型は胃粘膜正常例に多くみられ，一
方A－1～3型は各種胃病態時に高頻度にみられる傾向があ
り，またA型は胃粘膜萎縮時に出現しやすく，萎縮性胃炎
および胃癌で多く認められ，さらに胃癌ではA－3型の出現
が比較的多いと言える．
　c．P－1およびP1’の出現と病態像
　CAEP型分類でP－1の有無により異るpatternを呈す
るゆえ，両峰と病態像の関係を調べた・
　P－1については，正常対照10例全例，十二指腸潰瘍14
例中13例とほとんどの例に検出されるが，胃潰瘍16例中
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：Fig．3　1mmunoelectrophoretic　patterns　of
　　gastric　juice　glycoproteins（Gp）developed
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　　4：GpCa　pooled，5＝GpCa＃11
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8例（50％），萎縮性胃炎16例中3例（19％），胃癌18例中4例
（22％）と後3群において出解率の低下を認める（Table　2＞
　次にP－1およびP－1ノの出現と胃液分泌能および粘膜萎
縮との関係をまとめてTable　4に示した．
　なお粘膜萎縮との関係は胃癌を除き，内視鏡診断を施行
しえた53例について調べた．
　P－1は基礎分泌液pHが3以下で，正常および高分泌群，
胃粘膜正常群に出現頻度が有意に高く（それぞれP＜0．01），
P－1’はpHが4以上の群（P＜0．01），低および無分泌群
十
N
alb
十
15
（P＜0．05），および胃粘膜萎縮の明らかな群（P〈0・01）にお
いてそれぞれ出現頻度が増加する傾向がみられた．
3．各種疾患胃液Gp分画の免疫化学的分析
　a．各種抗Gp血清の反応態度
　各種抗Gp血清はOuchterlony反応において微弱では
あるが，2，3の血漿蛋白成分と沈降線を形成するゆえ，抗
血清1m4につき血漿粉末40　mgおよびABO型赤血球で
吸収してこれらの反応を除去した．
　また，抗血清と胃液Gp間には非特異沈降線を認める場
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Fig．4　CAEP　and　immunoelectrophoretic　patterns　of　Gp　specimens　from
　　　various　gastric　diseases．　Antiseエa　to　Gp　from　nQrmal　and　disease
　　　states　were　comparatively　used．
　　　1：GpN＃2，2：GpDu＃6，3＝GpGu＃5，4：GpA＃11，5：GpA＃8，6：
　　　GpCa＃13，7＝GpCa＃8
A－GpN
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合があるので，吸収後はすべてγ一910builn分画として反
応に供した．
　各種抗Gp抗体の反応を比較すると，IEP上抗GpNお
よび抗GpU間には差を認め難い．一方抗GpAおよび抗
GpCa抗体はGpAおよびGpCaと良好な反応を示して
多数の沈降線を形成するが，GpNとの反応は弱くやや異
なる態度を示した．
　b．各種疾患GpのIEP像について
　各種Gpの抗GpN抗体によるIEP像の代表例をFig．
3に示した．
　正常プールGpでは原点（β位）からalb．位まで7～8本
⑦
㊦
①
○
①
　　　　　　　　○　O
Fig．5　0uchterlony　reaction　of　Gp．　Anti－GpCa
　　antiserum　absorbed　with　normal　human　plasma，
　　ABO　red　cells，　and　with　normal　Gp，　was　filled
　　in　the　center　we11（A）．　A　single　precipitin
　　ユine（Ca－Ag）was　detected．
　　1：GpCa＃13，2：GpCa＃8，3：GpN　po61ed，4＝
　　GpDU＃11，5＝GpGu＃8，6＝GpA＃8
の沈降線がみられ，alb．より陽極側にも1本の沈降線が認
められ，後者はCAEP型との対比においてP－1’と考え
られた．すなわち，正常Gp中にも微量ではあるが本成分
が存在する場合があるものと考えられる．
　P－1については，いずれの抗血清による反応でも沈降線
として検出し得なかった．
　各種Gp分画の主要抗原成分はα～β位に数本の沈降線
として検出でき，萎縮性胃炎および癌Gpでは抗GpNに
対する反応においてもその部位の沈降線の増強が認めら
れ，CAEP型と比較してみると，A－2型ではほとんどの沈
降線が原点に止まり，巾広い強いarcが認められる場合が
多い．
　これを各種疾患GpのCAEP像と対比すると共に，抗
GpN，抗GpAおよび抗GpCa間反応を比較しつつIEP
像を調べ，その代表例を模式的にFig．4に示した．
　抗GpAおよび抗GpCaは抗GpNに比較して，正常
Gpおよび潰瘍Gpに対して形成される沈降線数が少ない
が，萎縮性胃炎Gpおよび胃癌Gpに対しては，抗GpN
十 診
。
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Fig・6
　　developed　with　absorbed　anti－GpCa．
4
Immunoelectrophoretic　pattern　of　Ca－Ag
1：GpN　pooled，2：GpCa＃13，3：GpCa＃8，
4：GpA＃8
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を用いて反応する場合より沈降線数が多く，その強度も大
きい傾向が著明であった．
　しかし，個々の例について沈降線の出現位置，数は多様
性を示し，それぞれの沈降線を同定することは困難であっ
た．またCAEP型とIEP像との間にはある程度の関連性
を認めばするが，この段階においては疾患別にGpの抗原
組成の特徴を類型化することはできなかった．
　c．吸収抗GpCa血清の反応について
　そこで抗GpCa血清を血漿，赤血球で吸収した後，さ
らに正常Gpプール粉末（50　mg／m4あて）により吸収し，
γ一910bulin分画を分けてOuchterlony法で吸収抗原とは
もはや反応しないことを確めた上で，各種疾患Gpと反応
を営ましめた．
　この吸収抗GpCa抗体によるOuchterlony反応をFig．
5に示した．癌Gpとの間に一本の沈降線が形成された．
　しかし，各種疾患Gpとの反応を行う間に本抗原は萎縮
性胃炎Gpや胃潰瘍Gpにも検出され，癌特異的ではない
ことが判明した．それゆえ，これを癌関連抗原（Ca抗原）
と仮称した．
　反応を実施し得た範囲内で，Ca抗原の出現頻度を調べ
Table　5に示した．胃癌では14一中10例（71％），萎縮性
胃炎では14例中7例（50％）に陽性例を認めたが，胃・十
二指腸潰瘍および正常対照群においても低率ではあるが陽
性を認めた（Table　2－1）～5）．
　また，この吸収抗GpCa抗体を用いてIEPを行うと，
Fig・6に示すように，β位にほとんど原点に止まる一本の
沈降線が検出される．なお数検体においては抗原we11に
近くもう一本の沈降線が微弱ではあるが検出される場合が
あった．
　さらに，Ca抗原とCAEP型との関係をみるとCa抗原
陽性例は，N型6例，A－1型8例，A－2型9例およびA－3
型3例であった．
　なお，癌GpでCAEP上しぼしぼ認められるb峰はCa
抗原とは無関係であった．
　d．Gp分画内CEAおよびNCAの検出状況と
　　　Ca抗原との関係について
　萎縮性胃炎および胃癌Gp試料の一部についてCEAお
よびNCAの検出を試みることができたので，　Ca抗原の
出現態度と比較してTable　6に示した．
　CEAおよびNCAはOuchterlony法の感度内で少数
例に検出されたが，これらとCa抗原の出現態度は一致し
なかった．
4．胃粘膜組織の免疫組織学的検討
　各種抗Gp血清について，胃粘膜生検組織および手術で
得られた胃癌組織を用いて螢光抗体間接法により反応態度
を検討した．
　a，抗GpNおよび抗GpU抗体の反応
　抗GpN血清を正常血漿および赤血球で吸収後の抗体を
用いて正常胃粘膜および胃癌組織に対する反応を実施し，
得られた成績をF19．7に示した．
　すなわち，抗GpN抗体は正常胃粘膜組織に対して，腺
腔中心性に内面を被う著明な特異螢光を呈することが特徴
的であった．これを癌組織と反応させると陽性螢光を示さ
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Fig．7Fluorescen亡an亡ibody　reacti・n・f　n・rmal
　　gastric　gland（a）and　gastric　cancer　tissue（b）．
　　A－GpN　absorbed　with　normal　human　plasma
　　and　ABO－type　red　blood　cells，　and　FITGanti．
　　rabbitア，globulin　serum（1：10）were　used．
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ないか，あるいは微弱な螢光を腺癌腺腔内面に認めるにす
ぎなかった．
　また抗GpU抗体の反応態度は抗GpN抗体のそれとほ
ぼ同様の所見を示し差異を認め得なかった．
　（なお附言するが，提示した黒白写真では螢光抗体反応の
強度を評価し難く，また非特異螢光および自然螢光も白色
として表わされるゆえ区別が困難である．写真中の間質に
存在する塊状ないし点状白色部分は1自然螢光である．また
対照として用いた正常家兎γ一globulinは全く特異螢光を
発しなかった）．
　b、抗GpA抗体の反応
　上記同様の吸収を施した抗GpA抗体の反応をFig．8
に示した．
　正常胃粘膜に対して抗GpA抗体は抗GpN抗体とほぼ
同様の反応を示し，腺腔中心性に特異螢光が認められる．
しかし，抗GpN抗体と異なり，胃癌組織に対しては腺癌
管腔内面および分泌物に特異螢光がみられた．
　この抗体をGpN（50　mg／1n4）で吸収すると正常組織お
よび胃癌組織に対する反応はやや減弱し，またGpCa（50
mg／m4）で吸収すると，正常組織との反応が著明に滅弱を
きたすが，腸上皮化生部および癌組織に対する反応はやや
Fig。8　Fluorescent　antibody　reaction　of　normal
　　gastric　gland（a）and　gastric　cancer　tissue（b）．
　　A－GpA　absorbed　with　normal　human　plasma
　　and　ABO－type　red　blood　cells，　and　FITC－anti－
　　rabbit　7－globulin　serum（1：10）were　used．
減弱を示すに止まった．
　c．抗GpCa血清の反応
　正常血漿および赤血球による吸収後の抗GpCa抗体は，
抗GpNおよび抗GpA抗体と同様に正常胃腺腔内面に特
異螢光を呈し，胃癌組織に対しては正常組織よりも強く反
応し，かつ抗GpA抗体に比較しても著明に強い特異螢光
を呈した．
　吸収試験において，抗GpCaをさらにGpN（501ng／m4）
で吸収した後の反応をFig．9に示した．正常胃粘膜に対
する反応は吸収後，癌組織に対する反応はほとんど減弱せ
ず，腺癌管腔内面に，さらに一部は内腔付着物および癌細
胞周辺に強い特異螢光が認められた．また，腸上皮化生部
にも一部陽性螢光がみられた．
　さらに，GpCa（51ng／m4）で吸収した場合の反応を
Flg．10に示した．この場合にはほとんどみられず，癌組
織に対する特異螢光の著明な減弱ないし消失をきたした．
　d．吸収試験のまとめ
　抗GpCaおよび抗GpA抗体の吸収試験の成績を
Table　7にまとめた．両者はGpNによる吸収で正常組織
への反応性はほとんど除去されるが，GpCaによる吸収後
b
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F丘g．9　Fluorescent　antibody　reaction　of　normaI
　　gastric gland（a）and　gastric　cancer　tissue（b）．
　 A－GpCa　absQrbed　with　normal　human　plasma，
　　ABO－type　red　blood　cells　and　further　with
　　GpN，　and　FITC－anti－rabbitγ一globulin　seru皿
　　were　used．
46（1） 前田一胃液糖蛋白（Hakkinen分画）の電気泳動的ならびに免疫化学的研究 19
Fig．10　Fluorescent　antibody　reaction　of　normal
　　gastric　gland（a）and　gastric　cancer　tissue（b）．
　　A－GpCa　absorbed　with　normal　human　plasma，
　　ABO－type　red　blood　ce11s　and　further　with
　　GpCa，　and　FITC－anti－rabbit　7－globulin　serum
　　（1：10）were　used．
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の癌に対する反応態度がやや異なり，抗GpAは抗GpCa
と異なる抗体組成を有することが推測された．
総括ならびに考按
　教室における胃液高分子組成研究の一環として，Hakki－
nen5・7）法により得られる胃液糖蛋白分画の電気泳動的な
らびに免疫化学的解析を行い，本Gp分画の変化がある程
度病態相応の特徴を示すことを観察し得た．
　CAEP分析により，　AB染色像を主体に蛋白染色像を
参考にして，泳動壕の類型化を試みた．AB染色像では
chondroith　sulfate　Aよりゃや門生度が小さいP－1峰
と仮称した成分と，α～β位および原点に止まる分画が主体
をなす．これは中西ら9）の報告とは泳動条件も異なるゆえ，
染色帯が少ないがpatternの上では類似性を認める．
　P－1峰は蛋白染色陰性で，抗原性も検出し得なかったが，
これよりやや戸当度の遅いP－1’峰は蛋白染色弱陽性で，
IEP上これに相当する沈降線が認められ，両者を区別し得
た．それゆえ類型化に際しては，P－1の有無によりそれぞ
れN型およびA型を区別し，A型はさらにP－1’を有する
ものをA－1型，その不明瞭なものをA－2型，またP－1ノの
有無にかかわらず多峰性の複雑なpatternを呈するもの
をA－3型として区別した．
　これと病態像との関係をみると，正常対照は全例N型で
あり，十二指腸潰瘍，胃潰瘍，萎縮性胃炎，胃癌の順にN
型の頻度が減少して，A型が多くなる．特徴的所見として
は萎縮性胃炎ではA－2型が最も多く，胃癌ではA－3型が
多い点である．A－3型がAB染色上評論性を示す点は，
Hakkinen5）カミpolyacrylamide　gel電気泳動により胃癌
Gpは“polydispersed”な泳動像を示すことを述べてお
り，その知見に一致するものと推測されると同時に，今回
免疫用抗原として用いたGpNおよびGpCa間の電気泳
動的および生化学的組成上にみられた差異とも関連する所
見と考えられる．すなわち，Hakkinen法により得られる
Gp分画は電気泳動的には不均一性を示すが，　GpCaの性
格はより多様性を示すものと推測される．
　CAEP型の類型に際して基準となったP－1およびP－1’
峰の出解は，病態との関係が一層明らかである．今回は
AB染色像のデンシトメトリーの適正条件が得られず定量
的観察は不可能であったが，定性的にP－1峰の出現頻度を
みると，粘膜萎縮がなく，胃液分泌機能上正常および高分
泌群に高く，病態時に消失する傾向が認められるゆえ，本
成分は正常胃粘膜に由来するGp成分であろうと推測さ
れ，その変化の観察には診断的価値がありそうに思われる．
　これに対して，P－1’峰の出現頻度は低いが，粘膜萎縮と
の関連性がうかがわれた．またGpCaではP～1’峰の分裂
を認め，これが単一の成分であるか否かは疑問であり，今
後の検討を要する，
　以上を通じて，CAEP類型が比較的病態を反映している
成績が得られたことは，今回の対象がいずれも比較的高度
の萎縮性胃炎や進行癌例が選択された影響や，加齢に伴う
Gpの変化との関係等を十分考慮に入れて評価しなければ
なるまい．したがって軽度の萎縮性病変や早期癌における
診断的価値については今後の検討にまたねばならない．
　次に免疫化学的分析知見について考察を加える．
　本研究においては正常および各種胃疾患別にGp分画を
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得て抗血清を作製し，正常血漿，ABO型赤血球により吸
収して，各種Gpとの間に対比反応を行い抗原分析を進め
る手法をとった点が，Hakkinen7）のそれと異なる．すな
わち，H甑kinenはまず正常Gpに対して抗血清を作り，
これにより胃癌Gpを吸収して正常抗原成分を除去した
後，家兎に免疫して抗血清（抗FSA血清〉を得ている．著
者らは研究途上においてこれを追試したが，癌特異成分に
対する抗血清を得るには至らなかった．この場合抗GpN
血清や癌Gpの性状が問題であり，まだ追試上成功をみた
という報告に接しない．この点Hockingら10）も著者らと
同様の方法を用いている．
　今回作製した各種抗血清の反応性をみると，抗GpNと
抗GpU血清，および抗GpAと抗GpCa血清はそれぞ
れOuchterlony法およびIEP上互いにほぼ類似の態度
を示した．
　正常GpのIEP像では，いずれの抗血清に対しても，
alb．位からβ位まで7～8本の沈降線が検出され，場合に
よってはP－1’分画位にも沈降線が認められ，H甑kinen
粗分画は抗原的にも多様性を示すことが示された．
　各種疾患Gp，とくにGpAおよびGpCaにおいては沈
降線がα～β位に集中して多数認められ，CAEP型と対比
するとその間の関連性をうかがうことができるが，個々の
沈降線を同定して病態に伴う出現態度をみることは困難で
あった．
　それゆえ，癌関連成分を追求する目的で抗GpCa血清を
さらにGpNで吸収して反応を試みた．この吸収抗GpCa
抗体によりGpCaとの間に一本の沈降線が形成され，これ
をCa抗原（cancer　associated　antigen）と仮称した。
　Ouchterlony法によりCa抗原の出現頻度を調べると，
胃癌では約70％に陽性であるが，萎縮性胃炎50％，胃潰
瘍36％のほか，少数例ではあるが十二指腸潰瘍および対照
例においても検出された．CAEP型とその出現との関係
をみると，N型よりもA型に多いが，　A型の中では特定の
型との間に関連性を見出し難い．
　この成分はIEP上ほとんど原点1β位）に止まる．ほぼ
対称形の単一のarcを示し，まれに微弱な導線を伴うこと
があった．
　Hakkinen6，21・22）は胃癌胃液内sulphQglycoproteinの
Ouchtelony法および免疫組織学的検討により，これを三
つの抗原決定基を有する抗原に分類している．すなわち，
正常Gp（N抗原），腸上皮抗原（1抗原）および癌特異的Gp
が存在するとし，この癌Gpは胎児胃粘膜にも螢光抗体法
により検出される弓）えfetal　sulpoglycoprotein　antigen
（FSA）と命名した．これはOuchterlony法により胃癌患
者胃液に症例の約96％の高率に検出されるのに対して，胃
潰瘍その他の胃疾患においては約10％の検出率を示すに
過ぎず，正常対照では陰性であり，癌特異性が高いとされ
ている7）．
　今回観察したCa抗原については胎児胃粘膜内における
存在を確認していないし，また，Ouchterlony法による検
出率からみてもFSAに一致するものとは断定し得ない．
　FSA自体のIEP所見について“polydispersed”であ
るとされている23）が，β位に存在するかどうか判然としな
い．Hockingら10）の追試においては，　FSAは胃癌胃液
CPC沈殿分画内に，　Counter一工EPにより100％検出され
るとしているが，これも現段階においてHakkinenのそ
れと対比同定が行われているわけではない．本研究のCa
抗原もH註kkinenの抗原・抗体と比較反応を行わぬ限り，
それがFSAであるか否か結論は下し得ない．
　また，Ca抗原と類似の抗原としては，　Deutschら24）の
胃液内癌関連抗原，Andreら25）の胃粘膜糖蛋白抗原等が
報告されているが，これらとの関係も未詳である．教室に
おいて和田ら3）および菅原工4）により報告された抗原はα位
に泳動するもので，その研究途上においてCa抗原と比較
して互いに異ることをみている．
　また，近年消化器癌の診断上注目されているCEA
（Gold）14）とFSAの関係について，　Hakkinen26）はその間
の交叉反応性を主張しているが，この所見もまだ追試され
ておらず確認されていない．一応胃液中には微：量ではある
がCEAが検出される場合がある12）ゆえ，本研究において
Ca抗原とCEAおよびNCAの関係について調べたが，
それらの出営態度は一致せず，これらとは関係がないもの
と考えられる．
　従来FSAは血液型活性との関係が注目されてきた27）が，
最近の報告23）ではFSAが血液型抗原と結合して存在する
場合と，おのおのが独立して存在する場合があるとし，後
者の場合は癌に多いことが認められている．本研究におい
ては，用いた抗血清はABO型赤血球で十分吸収して反応
に供した．
　次に免疫組織学的検討成績についてみると，各種抗Gp
抗体は対照として用いた正常家兎γ一globulinとは明らか
に異る特異螢光反応を示すが，各種抗Gp抗体問の反応を
比較すると，抗GpNおよび抗GpU抗体は共に正常胃腺
腔中心性に著明な特異螢光を示し，胃癌組織とは反応性に
乏しい．これと対蹴的に抗GpCa抗体では癌の腺腔中心性
に，一部は癌細胞膜，管腔内分泌物に強い特異螢光が認め
られ，正常胃粘膜との反応は，抗GpCaをGPNにより
吸収することにより除去することができ，癌組織との特異
螢光反応は残る．この反応の主体はCa抗原により営まれ
るものとみてよかろう．
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　特異螢光が腺癌噴気中心性にみられる所見は，この成分
が分泌性であることを推測させるが，Hakkinen21）は癌細
胞表面および一部細胞質にもFSAの特異螢光を認め，
Hockingら10）は細胞表面にあるとしており，著者らの成
績も一部それに類似している．また，この所見はCEAの
分布28）にも類似しているが，いずれもOuchterlony法に
よる所見によりCa抗原はそれらとは異なるようである．
　抗GpAについては抗GpCaとほぼ同様の反応を示す
が，吸収試験上やや異なる抗体成分を含み，分泌物により強
い反応を示すようであり，今後の検検討を要する．この点，
類似の抗原としては腸上皮化生と関連してde　Boerら29）
の報告があり，正常胃粘膜細胞膜抗原について著者らの一
人高橋30）が報告している．
　今回用いた抗GpCaはGpNで吸収後も腸上皮化生部
と一部反応性が残り，Ouchterlony法による胃液Gp内検
出成績からみても，Ca抗原は非癌部胃粘膜，特に萎縮性変
化にも由来するが，癌組織には非常に大量に存在する癌関
連抗原と判断してよかろう．今後は本成分を単離して生化
学的性状を調べ，FSAとの関係を明らかにすると共にその
診断応用の可能性を検討する必要がある．
結 論
　Hakkinen法によりCPC沈殿分画として得られる胃液
糖蛋白（Gp）について電気泳動的ならびに免疫化学的解析
を行い，次の結果を得た．
　1）各種胃・十二指腸疾患々者胃液GpのCAEP像は
多様性を示すが，alcian　blue染色像を主体に，蛋白染色像
を参考にしつつpatternの類型化を試みた．　Chondroitin
sulfate　Aよりやや易動度の遅いP－1峰はalcian　blue
染色陽性で蛋白染色陰性であり，その出現の有無により
CAEP像をN型およびA型に分類し，さらにA型をA－1，
A－2およびA－3型に分類した．
　2）CAEP型と病態との関係をみると，萎縮性胃炎およ
び胃癌ではA型が多く，とくに胃癌においてA－3型が多
く，“polydispersed　pattern”（Hakkinen）との類似性が
認められた、
　3）P－1峰の出現は正常胃分泌機能と関連性を有するも
のと推測され，胃粘膜の萎縮性変化にさいして検出率の低
下がみられた．これに対して，これよりやや易動度の遅い
蛋白染色陽性のP－1！峰は，検出率は低いが，粘膜萎縮，
低分泌との関連性があるものと推測された．
　4）各種胃疾患Gpごとに抗血清を作製し，正常血漿お
よびABO型赤血球で吸収した後，抗体globulin分画を
得，Ouchterlony法，　IEP法および螢光抗体法により分析
を行った・各種GpはIEP上7～8本の沈降線を認め，
個々の沈降線を同定して病態別特徴を明らかにするのは困
難であった．
　5）抗GpCa血清をさらにGpNで吸収するとGpCa
と反応する一本の沈降線が残り，β位の易動を示し，Ca抗
原と仮称した・Ouchterlony法によるその検出率は，胃癌
で約70％，萎縮性胃炎50％であり，胃潰瘍においても36％
に検出された．またCa抗原はCEAおよびNCAとは
異なる出現態度を示した．
　6）螢光抗体法間接法により検討すると，抗GpCa抗体
をGpNで吸収すると正常胃粘膜との反応性を除去し得，
癌組織との反応は強く残り，腺癌管腔内面に強い特異螢光
がみられ，癌細胞膜および一部では内陣分泌物，腸上皮化
生部粘膜にも陽性反応が認められた．癌組織との反応は抗
GpCa抗体をGpCaにより吸収すると除去される．
　7）この反応の主体はCa抗原によって営まれるものと
考えられ，その所見はCEAあるいはFSAの局在にそれ
ぞれ類似性を示す・しかしOuchterlony法およびIEP法
による知見を考え合わせると，Ca抗原は癌特異的ではない
が，胃癌組織中に多量に存在し，一部腸上皮化生部にも見
出される癌関連抗原であろうと考えられる．
　（本研究は文部省科学研究費（がん特II）および厚生省
がん研究助成金（それぞれ和田）の補助に負うたもので
ある）　　　　　　　　　　　　　　　（昭和51．4．28受理）
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